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0 Verfahren zur Reinigung von fermentativ hergesteiitem Riboflavin. 

0 Verfahren zur Reinigung von fermentativ herge- 
steiitem Riboflavin, das dadurch gekennzeichnet ist, 
da£ man das verunrelnigte Riboflavin in Wasser Oder 
in verdGnnter waflriger Saure suspendiert und die 
Suspension 0,3 bis 3 Stunden unter Rtihren auf 
Temperaturen von 75 bis 130*C erhitzt, wobei eine 
Kristallumwandlung stattfindet, und nach dem Ab- 
kUhlen das gereinigte Produkt in an sich bekannter 
Weise isoliert. 
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Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Reini- 
gung von auf mikrobiologischem Wege hergestell- 
tem Riboflavin (Vitamin B2) durch Erhitzen des 
verunreinigten Riboflavins in Gegenwart von Was- 
ser oder wafirigen Sauren. 

Die Herstellung von Riboflavin durch mikrobiel- 
le Fermentationsprozesse ist bekannt. So kann Ri- 
boflavin z.B. gemSfi DE 29 20 592 durch Fermenta- 
tion von Ashbya gossypii oder Eremothecium 
ashbyii, gema/3 EP 211 289 durch Fermentation 
von zu Saccharomyces oder einer Variante davon 
gehtfrender Hefe. gemSB EP 231 605 mittels Can- 
dida flareri und gemafl DE 34 20 310 mittels Bacil- 
lus subtilis gewonnen werden. Das auf diesem 
Wege technisch hergestellte Riboflavin dient im 
allgemeinen als Tierfuttermittelzusatz. Das Endpro- 
dukt kann bei diesen Verfahren einfach durch Etn- 
dampfen der erhaltenen KuiturflUssigkeit zusam- 
rnen mit der noch enthaltenen Biomasse in Form 
eines Riboflavinkonzentrats erhalten werden. Hier- 
bei erhSIt man ein Produkt das je nach Leistungs- 
fShigkeit des Riboflavin produzierenden Stammes 
20 bis 40 Gew;-% Riboflavin enthSlt. 

Ein Produkt mit einem Riboflavingehalt von 
etwa 40 bis 60 Gew.-% erhalt man beispielsweise 
dadurch, dafl man die Riboflavin enthaltende Kul- 
turbrUhe auf spezielle Weise ein- oder mehrfach 
dekantiert (vgl. DE-A 29 20 592). 

So wird auf fermentativem Wege hergestelltes 
Riboflavin in verschiedenen QualitMten als Futter- 
mittelzusatz kpmmerziell angeboten. Die feed gra- 
de Marktprodukte weisen im allgemeinen Ribofla- 
vingehalte von 50 bis etwa 96 Gew.-% auf. Insbe- 
sondere Produkte mit Gehalten von etwa 65 %, 
etwa 80 % oder etwa 96 Gew.-% Riboflavin werden 
angeboten. 

Die so erhaltenen Produkte erfUHen jedoch 
nicht die Anforderungen an Riboflavin mit Pharma- 
qualitat. Beispielsweise schreiben die Pharmakopo- 
en hierfUr einen Mindestgehalt von 98 Gew.-% an 
Riboflavin vor. 

Relativ reines Riboflavin erhMIt man gemafl 
dem Verfahren von EP 137 226 durch Trennen des 
in der speziellen Kultur enthaltenen Riboflavins in 
Form einer erwarmten wSflrigen Losung von festen 
Bestandteilen und Kristallisieren des Riboflavins 
aus dieser erwMrmten Losung. IMachteilig an die- 
sem Verfahren ist, da£ man enorm grofle Mengen 
Wasser einsetzen muB. urn das in Wasser schwer 
losliche Riboflavin in Losung zu bringen. Fur einen 
Einsatz in. technischem Maflstab ist das Verfahren 
daher ungeeignet. 

Es war daher die Aufgabe der Erfindung, ein 
Reinigungsverfahren fi)r durch mikrobielle Fermen- 
tation hergestelltes Riboflavin zur VerfOgung zu 
steilen, das es erlaubt, auch aus fermentativ herge- 
stelltem Riboflavin ein Produkt mit Pharmaqualitat 
bzw. Lebensmittelqualitat zu gewinnen. Ganz allge- 



mein war es auch die Aufgabe der Erfindung, ein 
Verfahren zu entwickeln, mit dessen Hilfe es auf 
einfache Weise gelingt, den Riboflavingehalt von 
fermentativ hergestelltem Riboflavin wesentlich zu 

5 erhShen. 

Gegenstand der Erfindung ist daher ein Verfah- 
ren zur Reinigung von fermentativ hergestelltem 
Riboflavin, das dadurch gekennzeichnel ist, daS 
man das verunreinigte Riboflavin In Wasser oder in 

io verdQnnter wSflriger SSure suspendiert und die Su- 
spension unter ROhren 0,3 bis 3 Stunden, vorzugs- 
weise 1^bis 2,5 Stunden, auf Temperaturen von 75 
bis 130* C, vorzugsweise 80 bis 120* C erhitzt und 
nach dem AbkQhlen des Reaktionsgemisches die 

75 gebildeten Kristalle In an sich bekannter Weise 
isofiert. 

Bei diesem Erhitzen in Wasser oder unver- 
dOnnter wMBriger SMure tritt vermutlich eine Kristall- 
umwandlung auf, was sich dadurch bemerkbar 

20 macht, da£ die Kristallmasse z£h und breiig wird. 
Ein RQhren der Masse ist daher unumganglich. Bei 
weiterem Erhitzen bildet sich wieder eine normale 
Suspension, aus der das unter Kristallum wand lung 
gereinigte Riboflavin in an sich bekannter Weise 

25 isoliert werden kann. 

Das Wasser wendet man hierbei im allgemei- 
nen in der etwa 10- bis 30-fachen, vorzugsweise 
15- bis 20-fachen Gewichtsmenge, bezogen auf 
Riboflavin an. 

30 Durch das erfindungsgema/te Erhitzen mit 

Wasser kann beispielsweise etwa 96 gew.-%lges 
Riboflavin in etwa 99 gew.«%iges, etwa 90 gew.- 
%iges in etwa 97 gew.-%iges und etwa 65 gew.- 
%iges in etwa 80 gew.-%iges Riboflavin UberfGhrt 

55 werden. 

Der Reinigungseffekt kann noch dadurch ver- 
bessert werden, dafl man dem Wasser 0,05 bis 10 
Gew.-%, vorzugsweise 0,5 bis 3 Gew.-% einer in 
Wasser loslichen Saure, vorzugsweise eine Mine- 

40 ralsaure wie H2SO4, H 3 PO+ Oder HCI zumischt. 

Durch entsprechendes Erhitzen des verunrei- 
nigten Vitamins B2 in verdOnnten wSBrigen Sauren 
kann man beispielsweise aus etwa 96 gew.-%igerri 
Riboflavin 100 gew.-%iges, aus etwa 90 gew.- 

45 %igem Riboflavin etwa 97 gew.-%iges und aus 
etwa 65 gew.-%igem Riboflavin etwa 90 gew.- 
%iges Riboflavin erhalten. 

Unter der Bezeichnung verdCInnte waiJrige 
Saure verstehen wir im Rahmen dieser Erfindung 

50 die Losung einer in Wasser loslichen Saure, vor- 
zugsweise einer Mineralsaure, die das Riboflavin- 
molekOI nicht beeintrSchtigt. Als in Wasser losliche 
Sauren seien beispielsweise genannt organische 
Saure, wie Ameisensaure, Weinsaure, Citronensau- 

55 re oder Essigsaure und Mineralsaure, wie Schwe- 
felsSure, SalzsSure oder PhosphorsSure. 

Die Natur der Saure ist ohne Belang, solange 
sie vollig in Wasser loslich ist, das Riboflavinmole- 
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kOI nicht angreift und die Konzentration der SSure 
nicht so hoch ist, dafl Riboflavin gelost wird. 

Mit besonderem Vorteil arbeitet man mit den 
gSngigen Mineralsauren. wie HUS04. H3PO4 Oder 
HCI. . 

Bei Verwendung von verdtlnnter SchwefelsSure 
hat sich der Einsatz einer etwa 0,1 bis 1 molaren 
SchwefeisSure als besonders vorteil haft erwiesen, 
bei Verwendung von verdUnnter PhosphorsSure 
Oder Salzsaure der Einsatz einer etwa 0,1 bis 1,5 
molaren Saure. 

Mit Hllfe des erfindungsgemMBen Verfahrens 
kann fermentativ hergestelltes Riboflavin auf tech- 
nisch einfache Weise gereinigt werden. 

Die folgenden Beispieie sollen das erfindungs- 
gemSGe Verfahren veranschaulicheri. Die in den 
Beispielen angegebenen Riboflavin-Gehalte wurden 
in alien Fallen gemSB der Pharmakopoe Europe II 
bestimmt. 

Beispiel 1 

100 g eines handelsUblichen Riboflavins mit 
einem Gehalt von 95,7 Gew.-% wurden unter RUh- 
ren in 2000 ml destilliertes Wasser eingetragen. 
Die gut rUhrbare Suspension wurde im Wasserbad 
auf 80 " C erwarmt, wonach innerhalb von 30 Minu- 
ten (min) eine Kristallumwandlung erfolgte. Die ge- 
bildete zahe und breiige Kristallmasse wurde beim 
weiteren Erhitzen auf 100*C wieder zu einer gut 
rOhrbaren Suspension. Nach etwa einer Stunde (h) 
Verweilzeit bei 100*C wurde auf 30 *C abgekUhlt 
und abfiltriert. Der Filterkuchen wurde mit 1000 ml 
eines 40 *C warmen Wasser und anschlieflend mit 
1 000 ml Methanol gewaschen. Nach dem Trocknen 
unter vermindertem Druck bei 80 *C betrug die 
Ausbeute 95,32 g und die Reinheit 98,9 %. 

Beispiel 2 

25 g eines handelsUblichen Riboflavins mit ei- 
nem Gehalt von 95,7 Gew.-% wurde in eine Mi- 
schung aus 490 ml vollentsalztem Wasser und 10 
ml konz. H2SO4 eingetragen. Die erhaltene Su- 
spension wurde zum Sieden erhitzt und bei 95 bis 
97* C 1 h lang gut durchgefUhrt Anschlie/tend wur- 
de auf 40* C abgekUhlt, von der Mutterlauge abge- 
saugt und der Filterkuchen mit 500 ml eines 40 *C 
warmen Wassers und dann mit 500 ml Methanol 
gewaschen. Nach dem Trocknen unter verminder- 
tem Druck bei 80 *C betrug die Ausbeute 23.49 g 
und die Reinheit 99,95 %. 

Beispiel 3 

In einer fOr Uberdruck zugelassenen RUhrappa- 
ratur wurden 6000 ml vollentsalztes Wasser und 50 
g einer 85 %igen Phsophorsaure vorgelegt und 



dann 1532 g eines noch feuchten Vitamins B2 
(Trockensubstanz 23 %, entsprechend 352,36 g 
Vitamin B2 trocken mit einem Gehalt von 90 % 
Vitamin B2) eingetragen. 

5 Die Mischung wurde in der geschlossenen 

RUhrapparatur auf 120*C erhitzt und bei dieser 
Temperatur 1 h lang gerOhrt. Per sich einstellende 
Druck betrug 1 ,1 bis 1 ,3 bar. Nach 1 h wurde auf 
40 *C abgekUhlt, von der Mutterlauge abgesaugt 

70 und der Filterkuchen zunachst mit 3000 ml vollent- 
salztem Wasser und dann mit 2000 ml Methanol 
gewaschen. Nach Trocknen unter vermindertem 
Druck bei 80* C betrug die Ausbeute 318 g und die 
Reinheit 96,8 %. 

75 

Beispiel 4 

Es wurde gearbeitet wie in Beispiel 3, jedoch 
ohne Zusatz von PhosphorsSure. 
20 Es wurden 320 g Vitamin B2 mit einer Reinheit 

von 95,62 % erhalten. 

Beispiel 5 

25 In einer fUr Uberdruck zugelassenen RUhrappa- 

ratur wurden 8000 ml vollentsalztes Wasser vorge- 
legt und hierzu unter RUhren 400 g eines handels- 
Qbjichen feed grade Vitamins B2 mit einem Gehalt 
von 65 % Vitamin B2 addiert. Die erhaltene Su- 

30 spension wurde in der geschlossenen Apparatur 
auf 120*C erhitzt und bei dieser Temperatur 1 h 
gerUhrt. Anschlieflend wurde auf 40 *C abgekUhlt, 
von der Mutterlauge abgesaugt und der Filterku- 
chen zunSchst mit 4000 ml Wasser und dann mit 

35 ca. 2000 ml Methanol gewaschen. Nach Trocknen 
unter vermindertem Druck bei 80 bis 90 * C betrug 
die Ausbeute 315 g und die Reinheit 79,4 %. 

Beispiel 6 

40 

In der in Beispiel 5 beschriebenen Apparatur 
wurde eine Mischung aus 8000 ml vollentsalztem 
Wasser und 60 ml einer 85 %igen PhosphorsSure 
mit 400 g eines handelsUblichen Vitamins B2 mit 
45 einem Gehalt von 65 % Vitamin B2 versetzt und 
die erhaltene Suspension 1 h bei 120*C gerUhrt. 
Aufarbeitung analog Beispiel 5 ergab 293,8 g Vita- 
min B2 einer Reinheit von 90,5 %. 

50 PatentansprUche 

1. Verfahren zur Reinigung von fermentativ her- 
gestelltem Riboflavin, dadurch gekennzeichnet, 
da/J man das bei der Fermentation anfallende 
55 verunreinigte Riboflavin in Wasser oder in ver- 

dUnnter w&Briger SSure suspendiert und die 
Suspension unter RUhren 0,3 bis 3 Stunden 
auf Jemperaturen von 75 bis 1 30 * C erhitzt 
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und nach dem AbkUhlen die gebildeten Kristal- 
le isoliert. 

2. Vorfahren gemMfl Anspruch 1. dadurch ge- 
kennzeichnet, dafl man das verunreinigte Ribo- 5 
flavin in Wasser suspendiert und die Suspen- 
sion auf Temperaturen von 80 bis 120*C er- 
hitzt. 

a Verfahren gemafl Anspruch 1, dadurch ge- to 
kennzeichnet, dafl man das verunreinigte Ribo- 
flavin In verdOnnter wSflrlger MineralsSure su- 
spendiert und die Suspension auf Temperatu- 
ren von 80 bis 120* C erhitzt. 

75 

4. Verfahren gemafl Anspruch 1, dadurch ge- 
kennzeichnet, da/3 man als verdtlnnte wMtfrige 
SMure etwa 0,1 bis 1 molare SchwefelsSure 
verwendet. 

20 

5. Verfahren gemSfl Anspruch 1, dadurch ge- 
kennzeichnet, daiJ man els verdGnnte waflrige 
SSure etwa 0,1 bis 1,5 molare PhosphorsMure 
Oder Salzsaure verwendet. 

25 

6. Verfahren gemafl Anspruch 1, dadurch ge- 
kennzeichnet. daB man die Suspension 1 bis 
2,5 Stunden auf Temperaturen von 80 bis 
120° C erhitzt. 
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